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3. RESUMEN

Aislamiento de Escherichia coli y de Enterococcus spp. desde el contenido rectal de
bovinos

Actualmente, la sanidad e inocuidad de los alimentos, asi como también la resistencia
que se ha desarrollado frente a los agentes antimicrobianos, han adquirido gran importancia.
Escherichia coli y Enterococcus son utilizados como indicadores de contaminacién fecal y
también de resistencia a antibidticos, por esto el objetivo de este estudio consistido en la
determinacion de la frecuencia de aislamiento de estas dos bacterias. El aislamiento se realiz6
a partir de 117 muestras de materia fecal de bovinos aparentemente sanos obtenidas en la sala
de visceras verdes de una planta faenadora de carnes de la ciudad de Valdivia y analizadas en
el Laboratorio de Alimentos de la Universidad Austral de Chile. Para el aislamiento de E. coli
se utiliz6 el agar MacConkey N° 3 y para Enterococcus se us6 el agar Enterococcosel. Luego
ambas bacterias fueron sometidas a pruebas bioquimicas para su confirmacién y, en el caso de
Enterococcus, para la determinacion de las especies E. faecalis, E. faecium y Enterococcus

Spp.

La frecuencia de aislamiento de ambas bacterias resultd baja, principalmente
Enterococcus que s6lo alcanzé un 23,9% de muestras positivas, dejando en evidencia su baja
presencia en heces de bovinos adultos. Por otra parte, E. coli resulté ser 2,8 veces mads
abundante que Enterococcus al presentarse en un 67,5% de las muestras analizadas lo que
refleja su mejor uso como indicador de contaminacion fecal. Dentro de las 28 muestras
positivas a Enterococcus obtenidas, inicamente dos fueron identificadas como E. faecalis y
s6lo una como E. faecium, el resto se clasificé como Enterococcus spp.

Las muestras analizadas para cada bacteria se asociaron a las variables de procedencia
(provincia) y sexo de los animales. E. coli presenté algunas diferencias (p<0,05) entre las
provincias de origen las cuales no son concluyentes. Enterococcus en cambio, no presentd
diferencias (p>0,05). En el caso de la variable de la asociacién a la variable de sexo de los
bovinos muestreados no se presentaron diferencias (p>0,05) por parte de ninguna de las
bacterias indicadores lo que permite concluir que las variables consideradas no tienen relacion
con la frecuencia de aislamiento.

Palabras claves: Escherichia coli, Enterococcus, materia fecal, bovinos.



4. SUMMARY

Isolation of Escherichia coli and Enterococcus spp. from bovine rectal contents.

Given the great importance of innocuously in food supplies, as also in the resistance that
the pathogen microorganisms have developed against antimicrobial agents, the main objective
of this study was the determination of the presence of Escherichia coli and Enterococcus in
bovine feces as indicators of faecal contamination and resistance to antibiotics. The isolation
of the bacteria was done from 117 samples of feces of bovines in apparent good health
condition originary from four province of southern Chile. This samples were obtained from a
slaughterhouse in Valdivia and were analysed in the Food Laboratory at the Universidad
Austral de Chile. MacConkey agar N° 3 was used for the isolation of E. coli, and for
Enterococcus the Enterococcosel agar was used. Later, biochemical tests were applied for the
confirmation of both bacteria and for the identification of the Enterococcus species (E.
faecalis, E. faecium and Enterococcus spp).

The presence of both bacteria in bovine feces was low. The 23,9% of Enterococcus
positive samples reflects his low presence in adult bovines. On the other hand, E. coli was 2,8
times more abundant than Enterococcus with a 67,5% of positive samples, being a better
indicator of faecal contamination than Enterococcus. Only two samples of Enterococcus were
identified as E. faecalis and only one as E. faecium from all the 28 positive samples. The rest
was identified as Enterococcus spp.

The variables of origin (province) and sex of the bovines were associated to the positive
samples of each bacteria. E. coli positive samples showed some differences (p<0,05) which
were inconclusive between the provinces of origin. Enterococcus didn’t show differences for
this variable (p>0,05). None of this two indicator bacteria showed differences (p>0,05) in the
association of the positive samples with the sex variable of the bovines. This leaves to the
conclusion that there isn’t an association between the variables and the presence of the
bacteria.

Keywords: Escherichia coli, Enterococcus, feces, bovine



5. INTRODUCCION

5.1. ANTECEDENTES GENERALES

Los microorganismos estan presente en el ambiente natural del hombre (agua, suelo,
aire, etc.), en el propio hombre y en todos los seres vivos de los que el hombre se alimenta. De
hecho, cualquier producto alimenticio, transformado o no, que el hombre consume, puede
estar contaminado con microorganismos (Bourgeois y col, 1994).

Segin el tipo de microorganismo implantado, la contaminacién puede tener
consecuencias mds o menos importantes, desde una simple alteracion del producto, haciéndole
perder sus caracteristicas organolépticas o su valor comercial, hasta la produccién de una
intoxicacion o toxiinfeccion grave en el consumidor (Bourgeois y col, 1994).

Una enfermedad transmitida por los alimentos (ETA) ha sido definida por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) como: “cualquier enfermedad de naturaleza
infecciosa o toxica producida, o que se piensa sea producida por el consumo de alimentos o
agua” (Adams y Moss, 2000).

La primera intoxicacion alimentaria, descrita por el aleman J. Kerner, data de 1820 y se
debié a una “intoxicacién por embutidos” que causé una alta mortalidad (Jay, 1992). Los
microorganismos capaces de causar enfermedad en el hombre son las bacterias, virus y
pardsitos, siendo las bacterias las de mayor importancia debido al alto niimero de personas que
afecta y a la gravedad de los cuadros que producen (Beuchat, 1996).

La farmacologia juega un papel importante en el tratamiento de estos cuadros. Esta se
define como “el estudio de sustancias que interactian con sistemas vivos a través de procesos
quimicos, especialmente por medio de la unién a moléculas regulatorias activando o
inhibiendo los procesos corporales normales” (Katzung, 2001). La farmacologia y la medicina
han evolucionado juntas a través de la historia lo que se refleja en los medicamentos mismos.
Los més antiguos se obtenian de plantas, minerales y 6rganos de animales. Los més recientes
tienden a ser sintéticos y especificos en su accion (Fuentes, 1992). Uno de los momentos mas
significativos y trascendentales de la farmacologia estd marcado por el advenimiento de la
quimioterapia ya que por primera vez se lograba una terapia etiolégica-especifica de las
enfermedades infecciosas e infectocontagiosas (Castagneto, 1980).

Pasteur y Joubert fueron los primeros investigadores en reconocer el potencial de
productos microbiolégicos como agentes terapéuticos cuando, en 1877, publicaron sus
observaciones de microorganismos comunes que inhiben el crecimiento de Bacillus anthracis
en orina (Chambers, 2001). Sin embargo, la quimioterapia moderna se atribuye al quimico del
siglo XIX, Paul Ehrlich, quien dedicé su vida a descubrir agentes con toxicidad selectiva o
tropicas, como €l las llamd, por tener afinidad por un determinado tejido y actuar como “balas



madgicas que buscan por si mismas su blanco”. Pero no fue sino con el descubrimiento de la
penicilina por Fleming y su posterior purificacion por Chain y Florey lo que condujo al
desarrollo de la revolucién antibidtica en los afos 40. Desde entonces se han descubierto
numerosas clases de antimicrobianos los cuales tienen propiedades diferentes a las de sus
antecesores (Mardones, 1979; Prescott y Baggot, 1988; Biberstein y Zee, 1994; Chambers,
2001; Lee y Lin, 2003).

En el estricto sentido de la palabra, los antimicrobianos son sustancias producidas por
varias especies de microorganismos o en forma semisintética que, a bajas concentraciones,
inhiben el crecimiento, impiden la replicacibon o matan a otros microorganismos.
Generalmente el uso de la palabra “antibiético” incluye también a aquellos agentes de origen
sintético (Prescott y Baggot, 1988; Wanamaker y Pettes, 2000; Chambers, 2001).

En términos generales, los antibidticos se clasifican en categorias seglin su espectro de
accion existiendo de amplio y de bajo espectro. La sensibilidad a antibidticos tiene 3
requisitos: un objetivo o “blanco” de accidén, un mecanismo de transporte hacia la célula antes
de que el antibiético comience a actuar y ausencia de enzimas que puedan inactivar, modificar
o destruir el producto (Neu, 1992; Lukasova y Sustackova, 2003).

En veterinaria, el uso terapéutico de estos agentes ha sido posterior a su uso en medicina
humana debido al alto costo de su obtencién (Biberstein y Zee, 1994). Actualmente los
agentes antimicrobianos son usados en forma terapéutica para el tratamiento de infecciones
bacterianas, en forma preventiva en animales en riesgo de enfermar por una infeccion
bacteriana y en forma de aditivos para aumentar la eficiencia de conversion y el crecimiento
del animal o el rendimiento del producto alimenticio y para modificar la composicién nutritiva
del producto animal. Tanto para el uso de los antibidticos en forma terapéutica como
preventiva y subterapéutica se pueden aplicar en forma individual o masiva a un grupo de
animales por medio del agua de bebida o los alimentos que ellos consumen (National Research
Council, 1999; Bogaard, van den y Stobbering, 1999a).

El término “promotores de crecimiento” es usado para aditivos alimentarios, distintos a
nutrientes, que aumentan la tasa de crecimiento y/o mejoran la eficiencia de conversién en
animales sanos alimentados con una dieta balanceada. Estos estdn aplicados especialmente en
la crianza intensiva de animales de carne (Gesche y Emilfork, 1998; Bogaard, van den y
Stobberingh, 1999a; National Research Council, 1999). En el caso de los animales de leche,
los antibiéticos son usualmente usados para el tratamiento de las mastitis clinicas o subclinicas
durante el periodo de lactancia o bien como tratamiento o prevencion en el periodo de secado
(Lukasova y Sustackova, 2003).

El uso extensivo e indiscriminado de los antibidticos en hombres, animales y su
expansion en la agricultura, la automedicacion de las personas o de éstos a sus animales y la
subdosificacién, han traido consecuencias negativas como, por ejemplo, la presencia de
residuos de estas sustancias en los productos de origen animal destinados a consumo humano,
sensibilidad a ciertos antibidticos lo que se manifiesta con reacciones de hipersensibilidad,
inhibicion de flora normal y excrecion prolongada de patdgenos entéricos, pero no cabe duda



que el mayor problema recae en la generacién de cepas bacterianas resistentes a los
antibidticos (Linton, 1983; Okolo, 1986; Fuentes, 1992; Lee y Lin, 2003).

De acuerdo a la OMS la resistencia antibidtica es la capacidad de la poblacion bacteriana
de sobrevivir al efecto inhibitorio de los agentes antimicrobianos (Lukasova y Sustackova,
2003). Estudios realizados antes de la era antibiotica han revelado que genes con codificacién
para resistir la terapia con distintos agentes antibidticos estaban ya presentes pero no se
hicieron notorios hasta que los antibidticos estuvieron disponibles. Una vez que se
comenzaron a usar, las pocas cepas resistentes presentes eran seleccionadas a costa de la
eliminacién de las cepas sensibles por el uso del quimioterdpico. Esto, sumado a la posibilidad
de intercambio genético entre las bacterias y a su corto tiempo de generacion, hicieron que
estas cepas fueran cada vez mds abundantes (Linton, 1983; Biberstein y Zee, 1994).

Algunas cepas bacterianas son resistentes a varios antibidticos lo que se conoce como
“resistencia multiple”. Este fendmeno puede ocurrir entre organismos patdgenos, entre
organismos de distintas especies e incluso entre bacterias patégenas y no patégenas (Okolo,
1986). La resistencia multiple adquirida limita el uso de muchos antibiticos en forma
importante en especies de la familia Enterobacteriaceae tales como Escherichia coli,
Salmonella, Shigella y Proteus (Biberstein y Zee, 1994).

Es precisamente la familia Enterobacteriaceae, junto a otros géneros como
Enterococcus, Staphylococcus, Pseudomonas, etc., los miembros de la flora normal de
hombres y animales (Bourgeois y col, 1994). Todos los animales sanos tienen una flora
microbiana muy compleja, de la cual una parte estd adaptada para crecer y sobrevivir en el
hospedador y otra parte es transitoria reflejando la interaccién inmediata del animal con su
medio ambiente. Los animales albergan microorganismos que pueden causar ETA
encontrandose en la cavidad nasal y garganta, piel o lesiones cutdneas, pelos o plumas y en el
tracto digestivo (Banwart, 1979; Adams y Moss, 2000).

El intestino es el sitio principal donde se desarrolla la transferencia de la resistencia a
antibidticos debido tanto a la alta densidad de bacterias presentes en €l como a las
oportunidades de difusién en los animales con crianza intensiva quienes tienen un contacto
estrecho (Biberstein y Zee, 1994; Bogaard, van den y Stobberingh, 1999a).

Lukasova y Sustackova (2003) sefialan que algunos estudios han demostrado que el
nivel de resistencia ha aumentado no s6lo en bacterias patdégenas sino también en bacterias
comensales. Estas tltimas constituyen un reservorio de genes resistentes para bacterias
patégenas y su nivel de resistencia es considerado como un buen indicador de la presiéon de
seleccidn ejercida por el uso de antibidtico y de los problemas de resistencia esperados en
bacterias patogenas. El monitoreo de la prevalencia de resistencia en bacterias indicadoras
como E. coli y Enterococcus en diferentes poblaciones, animales, pacientes y humanos sanos
hace factible comparar la prevalencia de resistencia y detectar transferencias de bacterias o
genes resistentes desde animales a humanos o viceversa.



E. coli y Enterococcus son también microorganismos indicadores de la condicién
microbiana censurable de los alimentos como contaminacién fecal, presencia de potenciales
patégenos, asi como también de las condiciones sanitarias en el procesamiento, produccioén o
almacenamiento de los alimentos (Banwart, 1979; Venegas y col, 1990; Doyle y col, 1997).
Sin embargo el uso actual de estos microorganismos esta dirigido, con mayor frecuencia, hacia
la evaluacion de la inocuidad de los alimentos a través de la cuantificaciéon de E. coli o
Enterococcus como indicadores de la calidad sanitaria (Jay, 1992).

5.2. ESCHERICHIA COLI

Esta bacteria ha sido usada como indicador de contaminaciéon fecal por
aproximadamente 100 afios. Pertenece a la familia Enterobacteriaceae la cual estd distribuida
por todo el mundo. Se encuentran en el suelo, el agua, la vegetacion y formando parte de la
flora bacteriana normal de casi todos los animales, desde insectos al hombre (Sneath y col,
1984; Murray y col, 1992).

Como caracteristicas generales de la familia Enterobacteriaceae se puede decir que son
bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, cuyo tamafio varia entre 0,3-1.0 x 1.0-6.0
pum. Mdviles por medio de flagelos peritricos o inmdviles. Capsulados o no capsulados. No
forman esporas. Crecen bien en medios corrientes y agar MacConkey. Suelen ser necesarias
de 18 a 24 horas de incubacién para su crecimiento en diversos medios selectivos y no
selectivos. Poseen necesidades nutritivas simples. Producen acido a partir de la fermentacion
de la glucosa, en donde puede o no haber producciéon de gas. Son catalasa positiva, oxidasa
negativa y convierten los nitratos en nitritos. Algunos géneros fermentan la lactosa lo que se
usa como método de diferenciacién (Cowan, 1974; Merchant y Packer, 1975; Sneath y col,
1984; Murray y col, 1992; Robinson y col, 2000).

E. coli se caracteriza por ser un bacilo recto de 1.1-1.5 x 2.0-6.0 pm, individuales o en
pares. Mdviles por flagelos peritricos o inmdviles. Su temperatura 6ptima es 37 °C con un
rango que va de los 15 °C a los 45 °C, el pH 6ptimo es de 7 tolerando grandes variaciones y
posee una actividad de agua (ay) minima para crecer de 0.95. Es catalasa positiva, oxidasa
negativa, produce dcido y gas a partir de glucosa, lactosa y otros carbohidratos, reduce los
nitratos a nitritos y no produce H,S (Merchant y Packer, 1975; Sneath y col, 1984; Robinson y
col, 2000).

Fue aislada por primera vez por el aleman Theodor Escherich en 1885 de material fecal
de nifios, mostrando una notable capacidad para colonizar a su hospedador (Robinson y col,
2000). Es el habitante universal del tracto intestinal del hombre y otros animales de sangre
caliente en donde es la bacteria anaerobia facultativa predominante, sin embargo constituye un
porcentaje pequeflo del total de la microbiota (menos del 1%) (Adams y Moss, 2000;
Robinson y col, 2000). Cumple una funcién importante en el organismo suprimiendo el
crecimiento de bacterias dafiinas y sintetizando apreciables cantidades de vitaminas. A pesar
de esto, hay tipos de E.coli capaces de producir enfermedad en el hombre (FDA, 2002).



Escherichia coli es la causa mas frecuente de algunas de las infecciones bacterianas més
comunes, como la de las vias urinarias, meningitis neonatal, infecciones respiratorias y
gastroenteritis. La poblacién de mayor riesgo la constituyen las personas jovenes y los adultos
mayores. La prevalencia es mayor en nifios menores de 5 afios de edad, lo que va
disminuyendo con el tiempo, para después volver a aumentar en personas de 65 afios o mas
(Murray y col, 1992).

La clasificacion seroldgica de las enterobacterias se basa en los tres grupos principales
de antigenos: lipopolisacdrido somatico O, antigenos capsulares K y antigenos proteicos H
presentes en los flagelos bacterianos. La composicién antigénica de E. coli es compleja, con
mds de 170 antigenos O, 56 antigenos H y numerosos antigenos K (Murray y col, 1992).

A pesar de ser una bacteria habitual del tracto intestinal, hay serogrupos que son
patégenos. Las cepas de E.coli que producen diarrea se clasifican en grupos especificos
basados en la virulencia, patogenia, signos clinicos y distintos grupos serolégicos O: H. Estas
categorias son: E.coli enteropatogénico (ECEP) del cual el hombre es reservorio importante;
E.coli enterotoxigénico (ECET); E.coli enteroinvasiva (ECEI); E.coli enteroagregativa
(ECEAg); E.coli enteroadherente (ECEA) y E.coli enterohemorrdgica (ECEH) (Venegas,
1990; Doyle y col, 1997).

Por muchos afios se ha sabido que los rumiantes aparentemente sanos albergan
transitoriamente al patdgeno humano Escherichia coli enterohemorragico O157: H7 en sus
tractos gastrointestinales. Aunque se ha sefialado al ganado bovino, ovejas, ciervos y cabras
como reservorio de este patdgeno, el ganado bovino es la fuente principal de la infeccion en
humanos (Grauke y col, 2002). También se describen como reservorios a pavos, cerdos,
corderos, perros, gatos, caballos y experimentalmente a polluelos (Beuchat, 1996; Doyle y col,
1997; Yilmaz y col, 2000).

Se ha determinado que Escherichia coli se presenta en altas cantidades en el tracto
gastrointestinal inferior de todos los mamiferos, especificamente en ciego, colon y recto. Se
sefala también al colon como el sitio de permanencia y proliferaciéon en rumiantes adultos.
(Rice y col, 1990; Grauke y col, 2002)

El hombre también se sefiala como portador, siendo importante el contagio persona-
persona por el contacto directo fecal-oral principalmente en lugares de gran hacinamiento
como son los jardines infantiles y hogares de ancianos (Grauke y col, 2002)

Las vias de transmisién para el cuadro gastrointestinal incluyen el contacto fecal-oral
entre humanos y el consumo de agua o alimentos contaminados (Forbes y col, 1998). Los
brotes han sido asociados a una gran variedad de alimentos como son la carne cruda o poco
cocida, hamburguesas, variados vegetales como la lechuga y el meldn, sidra de manzana,
mayonesa, salame, leche cruda, cuajo de queso, agua sin tratar, etc. Pero la mayoria de los
brotes son asociados al consumo de carne mal cocida o cruda principalmente de bovino
(Cullor, 1995; Doyle y col, 1997; FDA, 2002; Solomon y col, 2002). Los lugares donde mas



cominmente ocurren brotes son colegios o escuelas, restaurantes, centros de cuidados y
enfermerias (MacDonald y col, 1988; Cullor, 1995).

Se ha encontrado una alta frecuencia de resistencia antibidtica en enterobacterias, tanto
en la flora normal presente en las heces como en muestras clinicas (Osterblad y col, 2000). La
incidencia de resistencia bacteriana varia también entre especies animales y entre distintas
especies de bacterias que componen la flora intestinal, siendo E. coli la més estudiada (Linton,
1983). Existe relacion entre el grado de resistencia y la frecuencia del uso de los agentes
antimicrobianos. En el caso de los rumiantes adultos y de animales mantenidos en pradera, la
cantidad de cepas resistentes de E. coli es escasa. Animales jovenes y animales criados en
forma intensiva presentan una prevalencia de resistencia mucho mayor. Esta prevalencia
disminuye con la edad debido a que la flora ruminal reemplaza a la flora convencional de los
animales jovenes eliminando las cepas resistentes. Estas cepas pueden, sin embargo, persistir
en el animal y en el medio ambiente y subsecuentemente formar parte de la flora normal de
otros animales sin que éstos hayan recibido necesariamente terapia antibidtica (Linton, 1983;
Radostits y col, 2000).

En el intestino los pldsmidos de resistencia estdn en las cepas de Escherichia coli y en la
flora anaerobia predominante del intestino grueso. Luego de tratar a un animal con un
antibidtico determinado E. coli y parte de la flora anaerobia se vuelven resistentes como
consecuencia de la seleccidon de cepas resistentes y, en menor grado, por la trasferencia de
plasmidos de resistencia. Esta cantidad de bacterias resistentes disminuye una vez que se deja
de aplicar el antibiético debido a que E. coli portadores de plasmidos de resistencia no son
buenos colonizadores del intestino. Esto cambia cuando el uso de antibiticos es continuo en
el tiempo. El uso de antibidticos orales en animales domésticos por tantos afios y la
transferencia de los pldsmidos de resistencia entre la flora intestinal ha producido
multiresistencia en serotipos O de E. coli (Linton, 1983; Biberstein y Zee, 1994).

Escherichia coli se puede diferenciar de otras enterobacterias por test bioquimicos. Las
pruebas bioquimicas mds comtinmente usadas son las conocidas como IMViC. Las reacciones
de estas pruebas son: Indol y Rojo de metilo positivo, Voges Proskauer y Citrato negativo
(Jay, 1992). Otra prueba bioquimica consiste en el uso del agar hierro tres azicares (TSI) que
determina la fermentacion de glucosa y lactosa o sacarosa, la formacion de gas y H,S por
parte de bacilos Gram negativos. E. coli presenta una reaccion dcida sobre 4cida (fermentacion
glucosa y sacarosa y/o lactosa) con formacion de gas (Forbes y col, 1998).

5.3. ENTEROCOCCUS

Las especies del género Enterococcus son cocos Gram positivos, generalmente de forma
esférica u ovoide, de menos de 2 um de didmetro. Se encuentran solos, en pares o formando
cadenas y generalmente son inméviles. No forman endosporas, son catalasa negativos,
hidrolizan la esculina, fermentan los hidratos de carbono para producir principalmente dcido
lactico pero no gas. Sus requerimientos nutricionales son complejos y variables (Sneath y col,
1984; Jay, 1992; Robinson y col, 2000). La mayoria son anaerobias facultativas y mesdfilas,



pero existen especies con rangos o caracteristicas distintas. En la naturaleza son no
pigmentados y microaerofilicos. Tienen la capacidad de crecer a temperaturas que varian entre
10-45°C, en medios con 6,5% de NaCl, a un pH de 9.6 y un 40% de bilis. Sobreviven a la
temperatura de 60°C por 30 minutos, y presentan el antigeno del grupo D. Algunas bacterias
de otros grupos o géneros, cumplen con alguna de estas caracteristicas, por lo tanto es
necesario una diferenciacion mas especifica (Jay, 1992; Hardie y Whiley, 1997; Robinson y
col, 2000).

Los enterococos han sido reconocidos desde que Thiercelin, en 1899, los describié como
“enterocoque” enfatizando su origen intestinal. A pesar de esto, la taxonomia de este grupo ha
sido siempre un poco vaga. El género Streptococcus fue dividido en los afios ochenta en tres
géneros distintos: Enterococcus, formado por miembros del grupo D de Lancefield,
Lactococcus 'y Streptococcus sensu stricto que incluye la mayoria de las especies.
Consecuentemente algunas especies fueron cambiadas de género como ocurrié con
Streptococcus faecalis, Streptococcus faecium, Streptococcus avium 'y Streptococcus
gallinarum, actualmente pertenecientes al género Enterococcus. Posteriormente, se realizaron
otros cambios taxondémicos y se incluyeron nuevas especies a este género, alcanzando
actualmente un total de 20 especies distribuidas en 5 grupos reconocidos del [ al V (Devriese y
col, 1993; Hardie y Whiley, 1997; Robinson y col, 2000; Tyrrell y col, 2002).

El origen primario de Enterococcus spp es el fecal, ya sea del intestino del hombre o de
los animales de sangre caliente. Son prevalentes en el cuero, pelo, plumas y pezuifias de los
animales y, una vez faenados, se pueden encontrar en los equipos, manos de los trabajadores y
productos alimenticios (Banwart, 1979). La transmisién de estas bacterias puede ser por
contacto fecal-oral, el contacto con fluidos corporales de animales y contacto con superficies
contaminadas (Lukasova y Sustackova, 2003).

Los enterococos se encuentran en el suelo, en los alimentos y en el agua. Las especies
mas comunmente asociadas a infecciones (E. faecalis y E. faecium) son flora normal del tracto
gastrointestinal humano y del tracto genitourinario de las mujeres (Forbes y col, 1998). Como
lo senala Jay (1992), E. faecium es asociado mayormente al tracto intestinal del cerdo, por el
contrario, E. faecalis parece ser mas especifico al tracto intestinal del hombre. El rango de
hospedadores de E. faecalis es contradictorio, como lo sefiala Wheeler y col (2002), ya que se
indica que esta bacteria estd presente s6lo en el intestino de los humanos pero por otro lado se
ha sefalado que estaria presente también en una amplia gama de animales.

Especies del género Enterococcus han surgido recientemente como patégenos asociados
a infecciones nosocomiales serias en humanos y pueden ser responsables de diversas
afecciones como colecistitis, peritonitis, endocarditis, meningitis, entre otras, que son cada vez
mds dificiles de tratar debido a la resistencia a antibiéticos que han desarrollado (Reinert y col,
1999; Garcia-Garrote y col, 2000).

En este género la resistencia antibidtica puede ser, generalmente, de dos tipos:
resistencia intrinseca y resistencia adquirida. La resistencia intrinseca se presenta en casi todas
las cepas y los genes residen, aparentemente, en el cromosoma. La resistencia adquirida



resulta de una mutacién en el ADN celular o de una adquisiciéon de nuevos ADN (Knudtson y
Hartman, 1993). La resistencia es adquirida con cierta facilidad y los genes resistentes pueden
ser transmitidos a otros géneros. Enterococcus faecalis ha transferido plasmidos de resistencia
a otras especies de Enterococcus y a Listeria monocytogenes. Por otro lado, los transposones
conjugados que posee Enterococcus faecium pueden ser transferidos desde bacterias animales
a bacterias humanas (Lukasova y Sustackova, 2003).

Una amplia variedad de especies de enterococos ha sido aislada de infecciones humanas,
pero E. faecalis y E. faecium predominan claramente como las especies mds cominmente
encontradas (Forbes y col, 1998; Facklam y Collins, 1989). Entre estas dos especies, la
primera es la mds comun, pero la incidencia de infecciones por E. faecium va en aumento en
los hospitales, lo que se podria asociar a la resistencia adquirida a la vancomicina (Forbes y
col, 1998). Comparado con otros cocos Gram positivos de importancia clinica, el género
Enterococcus es intrinsecamente mdas resistente a agentes antimicrobianos comunmente
usados en hospitales como son los B-lactdmicos, cefalosporinas, lincosamidas y polimixinas, y
de mayor importancia es la resistencia adquirida a los amiglicdsidos, tetraciclinas, macrolidos,
cloranfenicol, penicilina y ampicilina (Giraffa y col, 1997; Forbes y col, 1998).

Las cepas resistentes a los antibidticos de uso comun pueden ser reducidas por medio de
la terapia con vancomicina o teicoplanina. El problema surge cuando estas cepas son también
resistentes a estos dos ultimos antibidticos transformandose en un asunto de gran importancia
para la salud publica (Chingwaru y col, 2003). La resistencia a vancomicina se ha asociado al
uso intrahospitalario de glicopéptidos y otros agentes antibidticos como las cefalosporinas de
3" generacién y aminoglicsidos. Sin embargo, se han aislado cepas resistentes a vancomicina
en personas sin historial de haber sido hospitalizadas o de haber recibido algin tratamiento
antibidtico y también de carne, aguas servidas y de animales domésticos y de granja
principalmente en Europa. Esto tultimo se ve reflejado en un estudio en que se analizaron
bacterias del género Enterococcus aisladas de carne de animales distintos. En todas ellas se
presentaron cepas resistentes a vancomocina y teicoplanina principalmente en las muestras de
carne de pollo y siendo E. faecium mas resistente que E. faecalis (Pavia y col, 2000).

Se ha reconocido que el antibidtico avoparcina selecciona cepas resistentes a
vancomicina en la flora intestinal de los animales (Bogaard, van den y Stobberingh, 1999a).
La avoparcina es un glicopéptido que actia en forma similar a la vancomicina y es de uso
exclusivo veterinario como promotor de crecimiento, cominmente en algunos paises
europeos. Los enterococos resistentes a la vancomicina tienen resistencia cruzada con
avoparcina y también con teicoplanina (Lucasova y Sustackova, 2003). Esto se comprueba con
el hecho que en paises europeos se han aislado cepas resistentes a vancomicina en heces de
animales domésticos, humanos sin exposicion a hospitales o tratamientos antibidticos y en
carne. Diferente es lo que ocurre en Estados Unidos donde no se permite el uso de avoparcina
como aditivo alimenticio. En este pafs no se han registrado cepas resistentes a glicopéptidos en
personas sanas, animales comestibles ni en productos carneos (Bogaard, van den y
Stobberingh, 1999b; Harwood y col, 2001)



Entre las especies mds utilizadas como indicadores de contaminacién fecal, se
mencionan Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium. Para su diferenciacion se utilizan
reacciones bioquimicas tales como: produccion de 4cido a partir de melibiosa, melezitosa, L-
arabinosa y glicerol en anaerobiosis. También difieren en la fermentacion de piruvato,
tolerancia al telurito de potasio al 0,04%, reduccién de tetrazolium a pH 6.0 y la
descarboxilaciéon de tirosina, entre otros (Sneath y col, 1984; Jay, 1992; Robinson y col,
2000).

Se establece como hipétesis de este estudio la existencia de una alta frecuencia de
aislamiento de E. coli y Enterococcus, independiente de la procedencia y sexo de los animales.

El presente estudio forma parte del proyecto FONDECYT N° 1030857 titulado
“Monitoreo de la resistencia bacteriana en animales de produccién: primer estudio de perfiles
de resistencia en bacterias indicadoras y zoondticas aisladas de aves, cerdos y bovinos a nivel
nacional”. Los objetivos formulados fueron: determinar la frecuencia de aislamiento de
Escherichia coli y Enterococcus en materia fecal de bovinos faenados en una planta faenadora
de carnes y establecer la asociaciéon de los aislamientos de estos indicadores al area de
procedencia geografica y sexo de los animales.

“SAN MARTIN, B., C. BORIE, E. GESCHE, M.A. MORALES. 2003. Monitoreo de la resistencia bacteriana
en animales de produccién. FONDECYT 1030857.



6. MATERIAL Y METODOS

6.1. MATERIAL

Para el aislamiento de las bacterias Escherichia coli y Enterococcus, como indicadoras
de resistencia a antibacterianos, se tomaron muestras de materia fecal de bovinos
aparentemente sanos, faenados en la Empresa Procesadora de Carnes del Sur S.A de la ciudad
de Valdivia, fijando como requisito el muestreo de maximo 10 animales de igual predio de
origen. Cada muestra consistia en 5-25 g de materia fecal tomada en forma aséptica desde el
intestino grueso en la sala de visceras verdes de la linea de faena de la empresa procesadora de
carne. Cada muestra se deposité en un envase de vidrio que contenia 30 ml del medio de
transporte Cary and Blair' y fueron mantenidas a 4°C para su transporte al Laboratorio de
Alimentos de la Universidad Austral de Chile (UACh).

En el periodo comprendido entre los meses de Mayo y Julio del afio 2003 se obtuvieron
117 muestras de materia fecal de bovinos, cuyas caracteristicas de procedencia se sefialan en
el cuadro N° 1.

Cuadro N° 1. Provincia de procedencia de los bovinos muestreados.

PROVINCIA N° de bovinos % de bovinos
VALDIVIA 12 10,3
OSORNO 54 46,2
LLANQUIHUE 43 36,8
COYHAIQUE 8 6,8
TOTAL 117 100

Las razas predominantes fueron Frisén Negro con un 54,7%, Friséon Rojo con un
20,5% y un 8,6% correspondié tanto a Holstein Freesian como a Hereford. El 16,2% de los
bovinos restantes no respondian a caracteristicas raciales especificas. En cuanto al sexo, los
bovinos muestreados se pudieron subdividir en 64 (54,7%) machos, todos correspondientes a
la categoria de novillos y 53 (45,3%) hembras, de las cuales 10 (8,5%) correspondieron a
vacas y 43 (36,8%) a vaquillas.

' BBL



6.2. METODOS

6.2.1. Método de aislamiento de Escherichia coli (Carter, 1984a) (Figura 1)

Una vez en el laboratorio de andlisis de alimentos de la UACh, se procedia a extraer
pequeias cantidades de materia fecal de cada frasco con la ayuda de térulas estériles (una para
cada muestra). Esto se depositaba en tubos de ensayo con 5 ml de suero fisiolégico estéril, se
homogeneizaba por medio de un vortex y se sembraba con la misma térula en placas de agar
MacConkey N°3? para luego estriar con asa estéril y obtener colonias aisladas. Las placas se
incubaban a 37°C por 24 horas obteniendo como resultado colonias rosadas correspondientes a
bacterias lactosa positivas. Se seleccionaban colonias sospechosas aisladas y se traspasaban a
agar Plate Count” para asegurar la pureza de la colonia. Después de 24 horas de incubacién a
35°C se seleccionaban colonias aisladas para hacer las pruebas bioquimicas de TSE, Indol’,
Rojo de metilo’ y Citrato”.

Muestra de materia fecal en medio Cary and Blair
l torula estéril
Traspaso de muestra a 5 ml suero fisioldgico
l térula
Siembra en agar MacConkey N°3
l 37°C por 24 h.
Aislamiento de bacterias lactosa positivas en agar Plate Count
l 35°C por 24 h
Pruebas bioquimicas:
TSI (A/A +-)
Indol (+)
Rojo de metilo (+)

Citrato (-)

Figura 1. Flujograma del método de aislamiento de Escherichia coli

? Laboratorio Oxoid
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6.2.2. Método de aislamiento de Enterococcus (Carter 1984b) (Figura 2)

Para el aislamiento de Enterococcus, el procedimiento inicial era igual al realizado
para E. coli s6lo que la siembra era realizada en agar Enterococcosel’. La lectura de las placas
se llevaba a cabo a las 48 horas después de una incubaciéon a 37°C. De estas placas se
seleccionaban colonias sospechosas que eran pequefias, concavas, de coloracidén oscura y con
un halo café grisdceo correspondiente a esculina positiva. Estas se pasaban a agar Plate Count
para ser nuevamente incubadas por 24 horas. Posteriormente se realizaban pruebas
bioquimicas para la determinacién de género (Enterococcus) y luego pruebas bioquimicas
para determinar la especie (E. faecalis, E. faecium, Enterococcus spp).

Las pruebas para determinar el género consistian en la tincién de Gram, prueba de la
catalasa, crecimiento en caldo con una concentracidn de 6,5% de NaCI’ y crecimiento en caldo
incubado a 45°C. Las pruebas bioquimicas para determinar la especie consistian en la
acidificacion de glicerol6 incubado en anaerobiosis, acidificaciéon de melibiosa® y arabinosaG,
reduccién de tetrazolium’ a pH 6.0 y tolerancia al telurito de potasio6 al 0,04% (Kruze, 1983;

Devriese y col, 1993; Manero y Blanch, 1999).

*BBL
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Muestra de materia fecal en medio Cary and Blair
lt(’)rula estéril

Traspaso de muestra a 5 ml suero fisiolgico

l torula

Siembra en agar Enterococcosel
137°C por 48 h
Aislamiento de colonias sospechosas en agar PC
l 37°C por 24 h.

I. Pruebas para determinacién del género:
Gram (+)
Catalasa (-)
Crecimiento en caldo con 6,5% sal (+)
Crecimiento en caldo a 45°C (+)

II. Pruebas bioquimicas para determinacion de especies faecalis, faecium y spp (Cuadro 2):
a. Acidificacion de Glicerol en anaerobiosis
b. Acidificacion de Melibiosa

c. Acidificacién de Arabinosa
d. Reduccién de Tetrazolium a pH 6,0
e. Tolerancia al Telurito de potasio al 0,04%

Figura 2. Flujograma del método de aislamiento de Enterococcus

Cuadro N° 2. Reacciones a pruebas bioquimicas para determinacién de especies de E.
faecalis y E. faecium.

a b c d e

E. faecalis + - - +
E. faecium - + + - -

6.2.3. Método estadistico

La determinacion de la significancia de las diferencias entre las muestras positivas a E.
coli y Enterococcus, de acuerdo a las variables de procedencia y sexo se realizé mediante una
prueba de chi cuadrado considerando un nivel de significancia del 95% utilizando el programa
computacional Epi Info 6.04.



7. RESULTADOS

7.1. FRECUENCIA DE PRESENTACION DE E.COLI' Y ENTEROCOCCUS (Anexo 1)

Cuadro N° 3. Numero y porcentaje de muestras positivas a E. coli y Enterococcus (n=117).

Bacteria Indicadora

N° de muestras positivas

% del total de muestras

E. coli

79

67,5

Enterococcus

28

23,9

La proporcién obtenida entre las muestras positivas a E. coli y Enterococcus resulté de

2,8: 1.

Cuadro N° 4. Numero y porcentaje de muestras positivas a uno o mas aislamientos

bacterianos (n=117).

Bacteria Indicadora

N° muestras positivas

% del total de muestras

Sélo E. coli 62 52,9
E. coli y Enterococcus 17 14,5
Sélo Enterococcus 11 94

Al hacer la diferenciacion por especie de las 28 muestras de Enterococcus se
identificaron 2 muestras de E. faecalis correspondientes a un 1,7%, s6lo una muestra de E.
faecium (0,9%) y las restantes 25 muestras se clasificaron como Enterococcus spp. y
correspondieron a un 21,4%. La proporcién establecida entre E. faecalis y E. faecium fue de 2:

1.




7.2. ASOCIACION DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS A LAS DISTINTAS
VARIABLES (Anexo 1).

Cuadro N° 6. Numero y porcentaje de muestras positivas a E. coli y Enterococcus de acuerdo
a la provincia de origen de los bovinos (n=117).

N° E. coli positivas Enterococcus positivas
LOVINEE muestras N° Yo N° %o
Valdivia 12 6 50,0 3 25,0
Osorno 54 36 66,7 12 22,2
Llanquihue 43 36 83,7 10 23,3
Coyhaique 8 1 12,5 3 37,5
TOTAL 117 79 - 28 -

Se encontraron diferencias (p<0,05) de aislamientos de E. coli entre las muestras
provenientes de las provincias de Valdivia y de Llanquihue. Las muestras provenientes de
Coyhaique, por su parte, son diferentes (p<0,05) con las muestras de las provincias de Osorno
y Llanquihue. Todo esto para las muestras positivas a E. coli. En el caso de las muestras
positivas a Enterococcus no hubo diferencias entre las provincias de origen (p>0,05).

La cepa de Enterococcus faecium se aislé de un bovino procedente de la provincia de
Osorno y las dos cepas de Enterococcus faecalis fueron aisladas de heces de bovinos
procedentes de la provincia de Llanquihue.

Cuadro N° 7. Numero y porcentaje de muestras positivas a E. coli y Enterococcus de acuerdo
al sexo de los bovinos (n=117).

o E. coli positivas Enterococcus positivas
SEXO N° muestras N° % NG %
Macho 64 45 70,3 13 20,3
Hembra 53 34 64,2 15 28,3
TOTAL 117 79 - 28 -

No hubo diferencias (p>0,05) entre machos y hembras positivos a E. coli y tampoco
entre los positivos a Enterococcus.




8. DISCUSION

La frecuencia de aislamiento de Escherichia coli en las muestras de heces de bovinos
aparentemente sanos, analizadas en este estudio, resulté baja (67,5%) comparada con la
frecuencia de presentacion de 96% obtenida por Berge y col. (2003) en un estudio realizado en
terneros. Esto refleja que el factor edad tiene cierta relacion con la frecuencia de presentacion,
pero no es asi ya que, segin antecedentes bibliogréaficos, esta bacteria tiene como ubicacién
primaria el intestino de la gran mayoria de los animales de sangre caliente y del hombre y se
describe especificamente el colon como sitio de permanencia y proliferacion de la bacteria en
rumiantes adultos (Rice y col, 1990; Jay, 1992; Grauke y col, 2002).

Es importante considerar que, por el hecho que las muestras fueron tomadas en la sala de
visceras verdes, el tiempo transcurrido entre el sacrificio del animal y la toma de muestras y de
ahi hasta el andlisis en el laboratorio, haya sido el suficiente para que la bacteria no
sobreviviera, pero esto también se descarta porque son s6lo algunos minutos lo que demoran
las visceras en llegar a la sala y éstas lo hacian en perfectas condiciones y sin previa
manipulacion. El traslado al laboratorio se hacia dentro de méaximo una hora una vez
terminada la toma de muestras y se hacia en un medio adecuado de transporte y a temperatura
de refrigeracion que permitia la mantencién de la bacteria. Ademads, al ser E. coli una bacteria
entérica, indicadora de contaminacién fecal, su tasa de muerte es algo menor y resiste por mas
tiempo las condiciones extra-intestinales (Venegas y col, 1990).

La segunda bacteria aislada, Enterococcus, también se considera como un indicador de
contaminacion fecal, esto debido a su gran abundancia en heces (Manero y Blanch, 1999)
principalmente en humanos en donde forma parte de la flora gastrointestinal normal aisldndose
en casi el 100% de las muestras de materia fecal (Hardie y Whiley, 1997; Garcia-Garrote y
col, 2000). En el caso de los animales, se describe que se encuentran en gran nimero en
intestinos de mamiferos, aves y reptiles (Lukasova y Sustackova, 2003).

Como se observa en este trabajo la frecuencia de aislamiento de Enterococcus En el caso
de los bovinos es muy baja. S6lo se logré un aislamiento de un 23,9% de las muestras de
materia fecal. Algo similar sefialan Devriese y col. (1992) quienes aislaron distintas especies
de enterococos de heces de terneros pre-rumiantes, rumiantes y de vacas y concluyeron que la
frecuencia de presentacion en si es baja y que disminuye atin mds con la edad, siendo rara la
presentacion en vacas. Una baja frecuencia de presentacion de Enterococcus se observa
también en otro estudio en el cual se analizaron 392 cepas, provenientes de muestras de
distintos animales, de las cuales s6lo el 17,6% provenian de bovinos a diferencia de los
ciervos, por ejemplo, que representaron el 33,4% de las muestras (Wheeler y col, 2002). Una
tendencia similar se muestra en un estudio desarrollado por Devriese y col. (1987) en el cual
se aislaron 264 cepas también provenientes de distintos animales; sélo el 17,1% de las cepas
provenian de bovinos.



Al asociar los datos de aislamiento de E. coli vs Enterococcus spp en muestras de
bovinos aparentemente sanos, se desprende que la relacion es de 2,8:1, lo que significa que de
cada tres muestras de materia fecal de bovinos en que se aisla E. coli, una resulta positiva a
Enterococcus spp. Esta relacion deberia ser un poco mas alta, considerando que la frecuencia
de presentacion de E. coli en este estudio resulto baja.

La determinacién del origen de la contaminacién fecal, es decir, si ésta proviene de
fuentes humanas o animales, es importante para el establecimiento de medidas efectivas de
control, por esto histéricamente se utilizaba la relaciéon entre coliformes fecales (CF) y
estreptococos fecales (EF) para hacer esta diferenciacién. Feachem (1975) sefiala, dentro de
los estreptococos fecales, a los enterococos como el grupo dominante en humanos y a
Streptococcus bovis y S. equinus como las especies mas abundantes en bovinos y cerdos. En
cuanto a la sobrevida de estas bacterias sefiala que los enterococos sobreviven por mds tiempo
que los coliformes fecales y éstos més que S. bovis y S. equinus. Asi, el mismo autor sefiala
que una relacién entre CF: EF inicialmente alta (>4) que va disminuyendo indicaria que la
contaminacion es humana (mayor sobrevivencia de enterococos), mientras que una relacion
baja al inicio (<0,7) que subsecuentemente sube sugeriria una contaminacién no humana
(mayor sobrevivencia de CF). Sin embargo estas mediciones indirectas estdn basadas en
parametros inestables y pueden, por lo tanto, llevar a conclusiones erréneas lo que ha llevado a
que esta técnica ya no se use.

Actualmente se han probado varias técnicas para definir el origen de la contaminacién
fecal. Una prueba de ello es la utilizacion del ribotipeado (técnica de identificacion de ADN)
con el cual se obtuvo un rango correcto de clasificacién en promedio de 97,1% al definir el
origen humano o no humano de E. coli (Carson col, 2001). Otros métodos probados son, por
ejemplo, el test de resistencia antibidtica multiple, PCR, secuencias repetitivas de ADN, entre
otros.

Al hacer la identificacion de las especies Enterococcus spp, Enterococcus faecalis y
Enterococcus faecium, se pudo concluir que la mayor cantidad de cepas correspondian a
Enterococcus spp. (25) y que la relacion establecida entre las otras dos especies favorecio
levemente a E. faecalis por sobre E. faecium (con una relacion de 2:1). En el estudio realizado
por Devriese y col. (1987) se ve una tendencia similar, tanto en ganado bovino como en
cerdos, perros, caballos y cabras. En otro estudio en que se analizaron vacas adultas, no se
encontrd E. faecium en ninguna de las muestras, la presentacion de E. faecalis fue muy escasa
y una cepa distinta de Enterococcus fue la mas abundante, pero siempre en baja cantidad. En
este mismo estudio, en terneros pre-rumiantes estudiados, E. faecalis también se presentd en
mayor cantidad que E. faecium (Devriese y col, 1992).

Un resultado opuesto obtuvieron Wheeler y col (2002) frente al anédlisis de muestras de
bovinos y de otros animales. En ese estudio se observa que E. faecalis tiene un rango limitado
de hospedadores presentandose s6lo en perros y pollos, a diferencia de E. faecium que estuvo
presente en las muestras de todos los animales, en distintas cantidades, sin embargo, en
bovinos esta especie no fue la mas abundante.



En humanos la tendencia se repite ya que E. faecalis es la especie mds cominmente
encontrada y en mayor nimero que E. faecium (Hardey y Whiley, 1997). Esto es corroborado
en otro estudio en donde se aislaron distintas especies de enterococos a partir de muestras
provenientes de humanos y del medio ambiente. En ambas fuentes de aislamiento, E. faecalis
y E. faecium fueron las especies mds abundantes y entre ellas, E. faecalis fue siempre mas
frecuente que E. faecium (Stern y col, 1994).

Con respecto a productos alimenticios de origen animal, se han aislado cepas de
Enterococcus en leche, carne de bovino y pollo y se ha encontrado a E. faecalis como la
bacteria mas abundante siendo secundada por E. faecium (Chingwaru y col, 2003). Pavia y col
(2000) también aislaron cepas de Enterococcus de carne de bovino, pollo, pavo, cordero y
cerdo obteniendo resultados similares al estudio mencionado previamente, es decir, E. faecalis
y E. faecium fueron las cepas mas frecuentes, pero, en este caso, ambas se presentaron en igual
cantidad.

La discrepancia de este trabajo con algunos de los estudios mencionados anteriormente
es causada, probablemente, por el uso de técnicas distintas de aislamiento e identificacion. En
este estudio la identificacion de las especies Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium se
realizé por medio de cinco pruebas bioquimicas elegidas de acuerdo a la precisién de los
resultados. Otros métodos de identificacién son el test API 20 Strep (Pavia y col, 2000;
Chinwaru y col, 2003), sistema VITEK 2 (Garcia-Garrote y col, 2000) entre otros.

No se ha descrito en la literatura ningin estudio que analice la frecuencia de
presentacion de E. coli y Enterococcus, a partir de materia fecal de bovinos, segin la
procedencia y sexo en Chile. Segin los resultados arrojados en este estudio se puede decir que
la provincia de Coyhaique revela una muy baja cantidad de muestras positivas a E. coli
presentando diferencias significativas con las muestras de las provincias de Osorno vy
Llanquihue, pero estos resultados no son del todo concluyentes debido al bajo nimero de
muestras provenientes de esa zona. La provincia de Valdivia también presenta un bajo
porcentaje de muestras positivas a E. coli lo que se podria deber a algin factor que estuviera
afectando a los animales de esa zona como la alimentacion o bien algin tratamiento
antibidtico lo que no corresponderia ya que son muestras tomadas en una planta faenadora y,
por ende, debiera existir un periodo de resguardo previo. Lo anterior se descarta al analizar la
presentacion de Enterococcus en las distintas provincias ya que no presentaron diferencias
significativas y los porcentajes de muestras positivas son similares en cada provincia.

Con respecto a la frecuencia de presentacion por sexo, los porcentajes de muestras
positivas a E. coli son relativamente parejos y no presentan diferencias significativas, lo
mismo ocurre para Enterococcus. En esta tltima llama la atencidn el porcentaje de muestras
positivas levemente més alto que poseen las hembras (28,3%) por sobre los machos (20,3%)
ya que, como lo sefala Devriese y col. (1992), la presencia de Enterococcus en materia fecal
de vacas es rara.



Con este estudio se puede concluir que la frecuencia de aislamiento de Escherichia coli
de materia fecal de bovinos resulté mas baja de lo que se describe en la literatura. En el caso
de Enterococcus el aislamiento demostré la baja presencia de esta bacteria en materia fecal de
bovinos adulto. La relacion establecida entre ambas bacterias favoreci6 a E. coli 1o que indica
que esta bacteria seria un mejor indicador de contaminacion fecal por su mayor abundancia.

De las 28 muestras de Enterococcus, dos fueron identificadas como E. faecalis y una
como E. faecium lo que corresponde a un porcentaje muy bajo del total de muestras positivas a
ese género.

En cuanto a la asociacion de E. coli y Enterococcus al area de procedencia geografica y
al sexo de los animales faenados, se concluye que no hay relacién entre la frecuencia del
aislamiento y las variables consideradas.

En respuesta a la hipétesis planteada se establece que la frecuencia de aislamiento de E.
coli fue de un 67,5% y de Enterococcus de 23,9%, ambos considerados bajos e independientes
de la procedencia y sexo de los animales.
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10. ANEXOS



1. caracterizacion y descripcion de las 117 muestras de materia fecal de bovinos
para el aislamiento de E. coli y Enterococcus.

N° PROVINCIA SEXO | RAZA |E. coli|E. faecalis | E. faecium | E. spp
1 |Valdivia Macho ND + - - -
2 |Valdivia Macho ND + - - -
3 |Valdivia Macho ND + - - -
4 [Valdivia Macho ND + - - -
5 [|Valdivia Macho ND + - - -
6 |Valdivia Macho ND + - - -
7 |Llanquihue Macho ND + - - -
8 |Llanquihue Macho ND + - - -
9 |Llanquihue Macho ND + - - -

10 |Llanquihue Macho ND - - - -

11 |Llanquihue Macho ND + - - -

12 |Llanquihue Macho ND - - - +

13 |Llanquihue Macho ND + - - +

14 |Llanquihue Macho ND + - - -

15 |Llanquihue Macho ND + - - -

16 [Osorno Hembra ND + - - -

17 |Osorno Hembra ND + - - -

18 |Osorno Hembra ND + - - -

19 [Osorno Hembra ND - - - -

20 |Llanquihue Macho He + - - -

21 [Llanquihue Macho He + - - +

22 |Llanquihue Macho He + - - -

23 |Llanquihue Macho He + - - +

24 [Llanquihue Macho He + - - +

25 [Osorno Hembra FN + - - -

26 |Osorno Hembra FN + - - -

27 |0sorno Hembra FN + - - -

28 |Osorno Hembra FN + - - -

29 [Osorno Hembra FN + - - -

30 [Osorno Hembra FN + - - -

31 |Osorno Hembra HF + - - +

32 |0sorno Hembra HF + - - +

33 |0sorno Hembra HF + - - -

34 [Osorno Hembra HF + - - -

35 [Osorno Hembra HF + - + -

36 |Osorno Macho FR - - - -

37 |0sorno Macho FR + - - -

38 [Osorno Macho FR + - - -

39 [Osorno Macho FR + - - -

40 [Osorno Macho FR - - - -




N° PROVINCIA SEXO | RAZA |E. coli|E. faecalis | E. faecium spp
41 |Osorno Hembra FN + - - -
42 |Osorno Hembra FN + - - +
43 |Osorno Hembra FN + - - -
44 |Osorno Hembra FN + - - -
45 |Osorno Hembra FN + - - -
46 |Llanquihue Macho FN + - - -
47 |Llanquihue Macho FN + - - -
48 |Llanquihue Macho FN + - - -
49 |Llanquihue Macho FN + - - -
50 |Llanquihue Macho FN + - - -
51 |Osorno Macho FN + - - -
52 |Osorno Macho FN + - - +
53 |Osorno Macho FN + - - +
54 |Osorno Macho FN + - - -
55 |Osorno Macho FN + - - +
56 |Llanquihue Macho FN + - - -
57 |Llanquihue Macho FN + - - -
58 |Llanquihue Macho FN + - - -
59 |Llanquihue Macho FN + - - -
60 |Llanquihue Macho FN + - - -
61 |Llanquihue Macho FN + - - -
62 |Llanquihue Macho FN + - - +
63 |Llanquihue Macho FN + - - -
64 |Llanquihue Macho FN + - - -
65 |Llanquihue Macho FN + - - +
66 |Llanquihue Hembra FN + - - -
67 |Llanquihue Hembra FN - - - -
68 |Llanquihue Hembra FN + - - +
69 |Llanquihue Hembra FN + - - -
70 |Llanquihue Hembra FN + - - -
71 [Osorno Hembra FR + - - -
72 |Osorno Hembra FR + - - -
73 |Osorno Hembra FR + - - -
74 |Osorno Hembra FR - - - -
75 |Osorno Hembra FR + - - +
76 |Osorno Macho FR + - - -
77 |0sorno Macho FR - - - -
78 |Osorno Macho FR + - - -
79 |Osorno Macho FR + - - -
80 |Osorno Macho FR - - - -
81 |Valdivia Hembra FN - - - -
82 |Valdivia Hembra FN - - - +
83 |Valdivia Hembra FN - - - -
84 |Valdivia Hembra FN - - - -
85 |Valdivia Hembra FN - - - +
86 |Valdivia Hembra FN - - - +
87 |Osorno Macho FN - - - -
88 |Osorno Macho FN - - - -




N° PROVINCIA SEXO | RAZA |[E. coli|E. faecalis|E. faecium | E. spp
89 |Osorno Macho FN - - - -
90 |Osorno Macho FN - - - -
91 [Osorno Macho FN - - - -
92 [Osorno Macho FN - - - -
93 |Llanquihue Hembra FN + - - -
94 |Llanquihue Hembra FN - + - -
95 |Llanquihue Hembra FN + - - -
96 |Llanquihue Hembra FN - - - -
97 |Llanquihue Hembra FN + - - -
98 |Llanquihue Hembra FN + - - -
99 |Llanquihue Hembra FN - - - -
100 |Llanquihue Hembra FN - - - -
101 |Coyhaique Macho FR - - - -
102 |Coyhaique Macho FR - - - -
103 |Coyhaique Macho FR + - - +
104 |Coyhaique Macho FR - - - -
105 |Coyhaique Macho FR - - - -
106 |Coyhaique Macho FR - - - -
107 |Coyhaique Macho FR - - - +
108 |Coyhaique Macho FR - + - -
109 |Osorno Hembra FN - - - +
110 |Osorno Hembra FN - - - +
111 |Osorno Hembra FN + - - -
112 |Osorno Hembra FN - - - -
113 |Osorno Hembra FN - - - +
114 |Osorno Hembra FN - - - -
115 |Osorno Hembra FN - - - +
116 |Osorno Hembra FN + - - -
117 |Llanquihue Hembra FR + - - +
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